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[序論] 
	 真核生物のゲノム DNA はクロマチン構造をとり高次に凝集して核内に収納されている。
そのため、転写などの DNA 上で起こる反応を制御する際にクロマチン構造は重要な役割を
果たすことが考えられる。 
  Tup family corepressor は酵母からヒトまで広く保存されている global corepressor で、スト
レス応答や細胞分化などに関連する多くの遺伝子の発現をクロマチン構造の制御を介して
制御することが報告されているが、Tup family corepressor による遺伝子発現制御メカニズム
は不明な点が多く残されている。当研究室ではこれまでに分裂酵母の Tup family corepressor
である Tup11,Tup12 が、グルコース飢餓に応答する遺伝子 fbp1 の発現制御において中心的
な働きをすることを見いだしている[1-3]。また、fbp1 転写活性化の際には、長鎖非コード
RNA転写に共役した fbp1上流領域から fbp1転写開始点領域における段階的クロマチン構造
変化が転写活性化に寄与することを見いだし[4]、長鎖非コード RNA のクロマチン制御にお
ける新機能を提唱している[5]。そこで、本研究では分裂酵母 fbp1 遺伝子の発現制御系をモ
デルとして、Tup family corepressor を中心とした各種の転写活性化因子や非コード RNA に
よるクロマチン構造制御や高次染色体構造制御におけるクロストークの解明をめざし解析
を行った。 
[結果・考察] 
	 fbp1 転写制御に関わる転写活性化因子である Atf1, Php5, Rst2 の欠損株やこれらと
Tup11/12 の三重欠損株を作製し解析した。３つの転写活性化因子の欠損株では、いずれも
fbp1 転写ができなくなっていたが、非コード RNA の転写状況について異なる表現型を示し
た。また、Tup11/12 との三重欠損株にすると fbp1 転写不良が回復しており、Tup11/12 によ
る異なる 3 種の抑制メカニズムを Atf1, Php5, Rst2 が解消するという拮抗的な制御が存在す
ることが示唆された。さらに、これら欠損株を用いてクロマチン構造変化や転写装置の
結合を解析したところ、次に示す３種の Tup11/12 の抑制メカニズムを各々の転写活性
化因子が解消することが明らかとなった。(1) fbp1 上流の転写因子結合部位でのクロマチ
ン構造変化の抑制を Atf1 が解消、(2) fbp1	 mRNA 転写開始点付近の開いたクロマチン構造
構築の抑制を Php5 が解消、(3)転写装置の結合安定化の抑制を Rst2 が解消する。先行研究
により Tup11/12 欠損株ではグルコース飢餓以外のストレスでも fbp1 転写が活性化してしま
うことがわかっており[2]、このような Tup11/12 を中心としたクロマチンを介した段階的な
拮抗制御は、遺伝子発現の特異性を与えるメカニズムであることが示唆された。また、php5
欠損株での fbp1 活性化不良は Tup11/12 をともに欠損させることで回復するが、fbp1 mRNA
の転写開始点が定まらず野生型に比べて著しく不正確になっていた。php5∆tup∆∆株では転
写開始点付近のクロマチンの開きが野生型に比べて不良になっていたことから、Php5 と
Tup11/12 による転写開始点付近のクロマチンの精密制御が正確な転写開始点の決定に必要
であると考えられる。ここまでの研究から、Tup11/12 の多段階的抑制機構とその解除機構
や、転写開始点での精密クロマチン制御機構に関する新しい知見を明らかにすることが出
来た [6]。 
	 Tup11/12 は転写活性化時にその結合量が大きく増大することから、単純な global 
corepressor ではないと考えている。そこで、Tup11/12 による転写制御の分子機構を究明す
ることを次の課題とした。Tup11/12 や Atf1, Php5, Rst2 のグルコース飢餓時の fbp1 遺伝子上
流領域での結合分布を調べると、興味深いことにすべての因子が２つのピーク（既知の Atf1
結合配列と Rst2 結合配列）を持った分布をしていることが明らかとなった。さらに、Rst2
と Php5 はその欠損により相互の分布に影響を及ぼすことが明らかとなった。これらの結果
から、この領域で高次の染色体構造が形成されていることが想定された。実際に 3C 解析に
よりこの構造がグルコース飢餓時に形成されていることが明らかとなった。 
[展望] 
	 高次の染色体構造の形成機構やその意義に焦点を当てて今後研究を継続する。クロマチ
ンのストレス応答性や精密制御の鍵となる Tup11/12 とこの領域で転写されている非コード
RNA が複合体形成している証拠が得られつつあり、非コード RNA の転写された遺伝子座へ
の cis への作用が疑われる。そこで、非コード RNA 分子と Tup11/12 の関係や、活性化因子
とのクロストークを中心にさらに研究を推進する。 
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略語一覧 
 
AcOH         acetic acid 
Amp          ampicilin 
ATP          adenosine triphosphate 
bp            base pairs  
BSA          bovine serum albumin  
dCTP         deoxycytidine triphosphate  
DDW         distilled deionaized water 
DMSO        dimethyl sulfoxide 
DTT          dithiothreitol 
dNTP         deoxynucleotide triphosphate  
EDTA         ethylenediaminetetraacetic acid  
EGTA         ethylene glycol bis (β-aminoethylether) -N,N,N’,N’- tetraacetic acid 
HDAC         histone deacetylase 
HEPES        4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid  
IP             immunoprecipitation  
KOAc         potassium acetate  
Kan           Kanamycin 
LiOAc         lithium acetate 
MNase	 	 	 	  micrococcal nuclease   
MOPS         3-Morpholinopropanesulfonic    
NaOAc        sodium acetate 
NH4OAc       ammonium acetate   
ORF           open reading frame 
PBS           phosphate buffered saline   
PCR           polymerase chain reaction 
PEG           polyethylene glycol  
qPCR          quantitative PCR 
RACE         rapid amplification of cDNA ends 
RNAPⅡ       RNA polymerase Ⅱ 
rpm       rotation per minut 
RT	 	 	 	 	 	 room temperature  
SDS           Sodium dodecyl sulfate 
 4 
TBS           tris bufferd saline  
UAS           upstream activation sequence 
2ME           2-mercaptoethanol 
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1. 序論  
 
1.1 クロマチン構造  
	 ヒトなどの真核生物では、ゲノム DNA は核に収納されている。長大な分子である DNA
を微小な空間である核に収納するには高度に凝集しなければならない。その問題を解決す
るために真核生物のゲノム DNA はクロマチン構造をとっている。ゲノム DNA は、タンパ
ク質であるヒストン H2A、H2B、H3、H4 それぞれ２分子ずつにより構成されるヒストン八
量体の周りを約２周巻きついたヌクレオソーム構造をとり、それが高次に折りたたまれて
クロマチン構造となり核内に収納される。クロマチン構造をとることで凝集することがで
きるという利点の反面、DNA 上で起こる反応に必要なタンパク質の接近性が制限されるの
で DNA 上でおこる反応に対しては阻害的に働く。しかし、真核生物は局所的にクロマチン
構造を変化させることでクロマチン構造が持つ性質をうまく利用し、転写や複製、修復、
組換えといった反応を制御している 1,2。 
	 クロマチン構造はヒストン修飾酵素や ATP 依存性クロマチンリモデリング因子によって
変化させられる。クロマチンを構成するヒストンの N 末端領域はヌクレオソームから飛び
出しており、メチル化やアセチル化など様々な修飾を受ける。ゲノムワイドなヒストン修
飾解析によりそれぞれの修飾パターンは特徴を持って分布していることがわかっている。
例えば、転写が活発に起きている遺伝子のプロモーター領域は H3 がアセチル化され、ORF
内部の 5’側ではH3K4のトリメチル化、遺伝子内部全体にH3K36のトリメチル化が起こる。
また、転写が抑制されている領域では H3K9 や H3K27 がメチル化され repressive なクロマチ
ンとなり転写が抑制されている。さらに、DNA 損傷が起こると H2A.X のリン酸化がおき
DNA 修復の機構が誘導される。このようにヒストン修飾により転写や修復など DNA 上で
起こる反応は適切に制御される 3,4。ヒストン修飾が起こるとそれを認識するドメインを持
つタンパク質がそのクロマチン領域にリクルートされる。アセチル化やメチル化されたヒ
ストンを認識するブロモドメインやクロモドメインを持つ ATP 依存性クロマチンリモデリ
ング因子もその１つである 5。クロマチンリモデリング因子はその領域のヒストンの位置を
ずらしたり外したり、再構築したりしてクロマチンを編集する因子である。ヒストン修飾
やクロマチンリモデリング因子などが協調的に働いて複雑にクロマチンの制御さらには転
写など DNA 上で起こる反応を制御している。 
 
1.2 転写活性化因子と抑制因子  
	 クロマチン構造は転写の過程で大きく影響を与える 6。DNA がヌクレオソーム構造をと
ると転写開始反応である Pre-initiation complex 形成の過程で阻害的に働く 7。そのため、転
写を活性化する際にはプロモーター領域のヒストンははずされ、不活性化するときには再
構築される 8-10。ゲノム DNA には、細胞が生存する過程で常に必要な遺伝子や特殊な状況
 6 
化でのみ必要な遺伝子など多数の遺伝子が存在し、転写を制御する際にはどの遺伝子を活
性化または抑制するかを区別しなければならない。多くの場合遺伝子の上流領域には特定
の制御配列である cis-regulatory element が存在し、そこにその配列を認識するドメインを持
つ DNA 結合タンパク質が結合する 11。この DNA 結合タンパク質を転写活性化因子や転写
抑制因子と呼ぶ。これら転写因子はヒストン修飾酵素や ATP 依存性クロマチンリモデリン
グ因子、メディエーターなど転写を活性化する因子である coactivator や転写を抑制する
corepressor をリクルートする 12-14。これら coactivator や corepressor がクロマチン構造制御
や基本転写因子の結合の制御を介して転写を制御する。 
 
1.3 Tup family corepressor 
	 Tup family corepressor は酵母からヒトまで広く保存されており、出芽酵母では Tup1、ショ
ウジョウバエでは Groucho、ヒトでは TLE と呼ばれる global corepressor である 13,15。
Saccharomyces cerevisiae の Tup family corepressor である Tup1 はグルコースや DNA 損傷、
mating typeなどによって制御される 300以上の遺伝子の抑制に関わる 16,17。Tup1自身はDNA
結合ドメインを持っておらず、DNA 結合タンパク質である転写抑制因子と相互作用して標
的遺伝子の領域にリクルートされる。Tup1 と相互作用する転写抑制因子としては、グルコ
ース関連遺伝子のプロモーター領域に結合配列がある Mig1 や DNA 損傷反応の遺伝子を制
御する Crt1、低酸素応答の遺伝子を制御する Rox1、性特異的遺伝子を抑制するα2 などが
あり、これらの因子の標的遺伝子が Tup1 により抑制される 16。 
	 Tup1 による抑制メカニズムはクロマチンや転写装置に作用する様々な機構が報告されて
いる。その１つがヒストン脱アセチル化酵素である HDAC をリクルートする機構である。
上述のようにヒストンのアセチル化が起こると転写が活性化するが、Tup1 は HDAC と相互
作用し標的遺伝子のプロモーター領域を脱アセチル化することで転写を抑制する 18-20。第２
に、ヌクレオソームのポジションを制御する機構がある。Tup1 存在化では標的遺伝子の
TATA ボックスや転写因子結合部位などにはヌクレオソームが存在し、活性化因子の接近性
を制限している 21-23。また、Tup1 とクロマチンリモデリング因子である ISW2 が協調して
ヌクレオソームポジションを制御して転写を抑制する 24。第３に、Tup1 はメディエーター
と相互作用して転写装置に影響を与えて転写を抑制する 25。このように、Tup1 による抑制
メカニズムは多様で標的遺伝子によって異なるが、これらすべての抑制機構を利用して転
写を抑制している標的遺伝子もある 26。様々な標的遺伝子をモデルとして研究が行われてい
るが、Tup family corepressorによる転写制御の分子メカニズムは不明な点が多く残っている。 
 
1.4 分裂酵母 fbp1 
	 分裂酵母 fbp1 は fructose-1,6-bisphosphatase をコードする糖新生に必要な遺伝子であり、グ
ルコースが豊富な条件下では転写が抑制されているがグルコース飢餓ストレスに応答して
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著しく転写が活性化される 27,28。この遺伝子は細胞外環境に反応するシグナル伝達経路であ
る MAPK、PKA 経路によって転写が制御され、これらの経路で活性化される転写因子であ
る Atf1, Rst2 により制御される。fbp1 上流の遺伝子間領域には UAS1、UAS2 という 2 つの
cis-regulatory element が存在することが知られている(Fig.1)。UAS1 は cyclic AMP response 
element (CRE)配列であり、MAPK 経路により活性化される転写活性化因子である Atf1 の結
合配列である 29。UAS2 は stress response element (STRE) 配列であり、PKA 経路により制御
される転写活性化因子の Rst2 の結合配列である 30,31。また、PKA 経路が不良化する変異株
のマルチコピーサプレッサースクリーニングにより Php5, Tup11, Tup12 が fbp1 転写を制御
する因子として同定された 32。Php5 は Histone fold domain を持ち、Php2, Php3 と 3 量体を形
成して CCAAT という配列に結合する転写活性化因子であり CCAAT-binding factor (CBF)と
よばれる 33。Tup11, Tup12 は分裂酵母の Tup family corepressor であり fbp1 上流領域のクロ
マチン構造の制御を介して fbp1 転写を制御している 30,34,35。 
	 当研究室では、fbp1 の転写に先立って fbp1 上流領域からの長鎖非コード RNA 転写に共役
したクロマチンリモデリングが起こることを発見している 36。この非コード RNA は少なく
とも 3 種転写されており(Fig1)、グルコースが豊富な条件では最上流から転写される a の
RNA が転写されていて、グルコース飢餓になると転写開始点が下流に移行していき b, c の
RNA が転写され、この転写と共役してクロマチンリモデリングが起こる(Fig2)。このような
長鎖非コード RNA 転写に共役したクロマチンリモデリング機構は窒素源飢餓時に誘導され
る減数分裂期の組換えホットスポットである ade6-M26 部位でも生じていることを発見した
37。当研究室では、このような長鎖非コード RNA を metabolic stress induced long non-coding 
RNA (mlonRNA)と名付け、非コード RNA のクロマチン制御における新機能を提唱している
38,39。 
Fig.1 fbp1 locus と転写物の模式図。 
上線、四角、グレー矢印はゲノム DNA の転写因子結合部位、TATA ボックス、fbp1 ORF を
示し、下部の黒矢印は転写物を示す。黒矢印に付属する数字は ORF の開始コドン ATG の A
を+1bp をしたときの転写開始点の距離(bp)を示す。 
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Fig.2 fbp1 転写活性化過程の長鎖非コード RNA 転写に共役したクロマチン構造変化 
グルコース飢餓になると長鎖非コード RNA の転写開始点が段階的に下流に移動し、その転
写に共役して fbp1 上流領域のクロマチンが開いていく。 
 
1.5 本研究の目的	  
	 クロマチン構造が生体内のDNA上で起こる反応を制御する上で重要な働きをする。細胞
外の環境変化やシグナル物質による遺伝子発現の変化は細胞の生存や分化など生命維持に
とって大変重要である。ゲノムには様々な遺伝子がコードされる中、特定の遺伝子の適切
な応答制御がどのように行われているのか、そのメカニズムは不明な点が多い。本研究で
は、グルコース飢餓ストレスに応答する分裂酵母fbp1遺伝子の発現制御系をモデルシステム
として用い、転写活性化因子やglobal corepressorであるTup family corepressorの解析を行い、
クロマチン構造を介した転写の制御機構やクロマチン構造が果たす意義を解明することを
目的として研究を行った。さらに、近年クロマチン構造だけでなくゲノムの高次構造もDNA
上で起こる反応の制御に重要な役割を果たすことが示唆されてきている。fbp1遺伝子をモデ
ルとして高次構造による制御の可能性を検討し、クロマチン構造とゲノム高次構造がどの
ようにクロストークして転写を制御するのかを明らかにすることを試みた。 
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2. 使用した試薬および実験方法 
2.1 試薬  
2.1.1 購入試薬・キット  
AccⅠ NEB 
AcOH (試薬特級) 和光純薬 
Adenine (試薬一級) 和光純薬 
Agarose ナカライ 
Amersham Megaprime DNA Labelling System GE 
anti-FLAG M2 SIGMA 
ATP NEB 
Bacto Agar BD 
Bacto Trypton BD 
Bacto Yeast Extract BD 
Biotin ナカライ 
Bromophenol blue (試薬特級) 和光純薬 
BSA ナカライ 
CaCl2・2H2O (分子生物学用) 和光純薬 
ClaⅠ NEB 
complete EDTA free Roche 
Difco yeast nitrogen base w/o amino acid BD 
DMSO (分子生物学用) 和光純薬 
DTT (SH 基酸化防止用) 和光純薬 
Dynabeads ProteinA Novex 
EDTA SIGMA 
EGTA 東京化学工業 
Ethanol (試薬特級) 和光純薬 
Ex taq TaKaRa 
Ficoll 400 SIGMA 
Formaldehyde solution (分子生物学用) 和光純薬 
Gen とるくん TaKaRa 
Glucose  (試薬特級) 和光純薬 
Glycerol (試薬特級) 和光純薬 
Glycine (試薬特級) 和光純薬 
Glycogen Roche 
G50 カラム GE 
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HCl (試薬特級) 和光純薬 
HEPES SIGMA 
Histidine (試薬特級） 和光純薬 
HhaⅠ NEB 
Hoechst 同仁化学研究所 
HpaⅠ NEB 
H3PO4 (試薬特級) 和光純薬 
IGEPAL CA-630 SIGMA 
Inositol (試薬特級) 和光純薬 
KCl (試薬特級) 和光純薬 
KH2PO4 (試薬特級） 和光純薬 
K2HPO4 (試薬特級) 和光純薬 
KOAc (試薬特級) 和光純薬 
KOH (試薬特級) 和光純薬 
Leucine (試薬特級) 和光純薬 
Ligation high TOYOBO 
LiCl ナカライ 
LiOAc (試薬特級) 和光純薬 
MgCl2・6H2O (試薬特級) 和光純薬 
MgSO4 (試薬特級) 和光純薬 
MNase Roche 
MOPS SIGMA 
NaCl (試薬特級) 和光純薬 
Na-deoxycholate SIGMA 
Na2HPO4・12H2O 国産化学 
NaOAc・3H2O (アミノ酸自動分析用) 和光純薬 
NaOH (試薬特級) 和光純薬 
Nicotinic Acid ナカライ 
NH4OAc (試薬特級) 和光純薬 
OrangeG WALDECK 
pCR-Blunt Ⅱ-TOPO invitrogen 
PEG4000 ナカライ 
PEG6000 ナカライ 
Phenol / Chloroform / Isoamyl alcohol(25:24:1) ナカライ 
Primestar GXL TaKaRa 
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Proteinase K (遺伝子研究用) 和光純薬 
PstⅠ TaKaRa 
Quick ligase NEB 
RNaseA ナカライ 
SDS ナカライ 
SMARTer RACE cDNA Amplification Kit Clontech 
SnaBⅠ NEB 
Sorbitol (試薬一級) 和光純薬 
SphⅠ NEB 
THUNDERBIRD SYBR qPCR mix TOYOBO 
Tris (試薬特級) 和光純薬 
Trisodium citrate dihydrate (試薬特級) 和光純薬 
TritonX-100 MP Biomedicals 
Uracil (試薬特級) 和光純薬 
Xylene cyanol (試薬特級) 和光純薬 
Zymolyase 100T ナカライ 
α32P-dCTP パーキンエルマー 
λEcoT14Ⅰ TaKaRa 
2-mercaptoethanol (分子生物学用) 和光純薬 
2-propanol (試薬特級) 和光純薬 
10×cutsmart buffer NEB 
10×loading dye TaKaRa 
ガラスビーズ 安井器械 
ジルコニアビーズ 安井器械 
ゲル精製キット QIAGEN 
 
2.1.2 調製試薬  
●	 50×TAE buffer 
試薬 使用量 
Tris 242g 
AcOH 57.1ml 
0.5M EDTA pH8.0 100ml 
計 1L 
 
●	 10×TE buffer 
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試薬 濃度 
Tris-HCl pH8.0 100mM 
EDTA 10mM 
調製後オートクレーブをかけた。 
 
●	 LB 培地 
試薬 使用量 
Trypton 10g 
Yeast extract 5g 
NaCl 5g 
5M NaOH 200μl 
計 1L 
オートクレーブをかけて滅菌した。プレート培地を作るときは、オートクレーブ前に Agar 
20g/L 加えた。オートクレーブ後に 100mg/ml のアンピシリン、または、50mg/ml のカナマ
イシンを 1000 倍希釈になるように加えた。 
 
●	 SOC 培地 
試薬 使用量 
Trypton 20g 
Yeast extract 5g 
NaCl 0.5g 
1M KCl 2.5ml 
1M MgCl2 10ml 
1M MgSO4 10ml 
1M glucose 20ml 
5M NaOH 200μl 
計 1L 
 
●	 ミニプレ solⅠ 
試薬 濃度 
Glucose 50mM 
Tris-HCl pH8.0 25mM 
EDTA 10mM 
 
●	 ミニプレ solⅡ 
試薬 濃度 
NaOH 0.2M 
SDS 1% 
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●	 ミニプレ solⅢ 
試薬 濃度 
KOAc 5M 
AcOH to pH5.2 
 
●	 YE 培地 
試薬 使用量 
Yeast extract 5g 
Glucose 20g 
計 1L 
オートクレーブをかけて滅菌した。ade-の株には adenine を 100mg/L になるように加えた。
プレート培地を作るときは、オートクレーブ前に Agar 20g/L 加えた。G418 セレクションを
行う場合は、オートクレーブ後に G418 を 0.1mg/ml になるように加えた。 
 
●	 YER 培地 
試薬 使用量 
Yeast extract 5g 
Glucose 60g 
計 1L 
オートクレーブをかけて滅菌した。ade-の株には adenine を 100mg/L になるように加えた。 
 
●	 YED 培地 
試薬 使用量 
Yeast extract 5g 
Glucose 1g 
Glycerol 30ml 
計 1L 
オートクレーブをかけて滅菌した。ade-の株には adenine を 100mg/L になるように加えた。 
 
●	 SD 培地 
試薬 使用量 
Yeast nitrogen base w/o amino acid 6.7g 
Glucose 10g 
必要なアミノ酸 100mg 
計 1L 
オートクレーブをかけて滅菌した。プレート培地を作るときは、オートクレーブ前に Agar 
20g/L 加えた。 
 
●	 3-vitamines2 
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試薬 使用量 
Calcium pantothenate 100 mg 
Nicotinic Acid 100 mg 
Inositol 1 g 
計 1L 
 
●	 Biotin solution 
試薬 使用量 
Biotin 10 mg 
Ethanol 500 ml 
計 1L 
 
●	 SPA 培地 
試薬 使用量 
KH2PO4 1 g 
Glucose 10 g 
3-vitamines2 1ml 
Biotin solution 1ml 
計 1L 
最後に Agar を 30g 加えオートクレーブして滅菌した。 
 
●	 10×LiOAc buffer 
試薬 使用量 
LiOAc 10.2g 
1M Tris-HCl pH7.5 10ml 
0.5M EDTA 2ml 
計 100ml 
オートクレーブをかけて滅菌した。 
 
●	 PEG4000 buffer 
試薬 使用量 
PEG4000 4g (40%) 
1×LiOAc buffer up to 10ml 
 
●	 Hybridization buffer 
試薬 使用量 
BSA 1g 
SDS 7g 
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Na2HPO4・12H2O 8.95g 
H3PO4 0.2ml 
0.5M EDTA 0.2ml 
計 100ml 
 
●	 Hybridization wash buffer 
試薬 使用量 
Na2HPO4・12H2O 7.16g 
H3PO4 0.16ml 
SDS 10g 
0.5M EDTA 2ml 
計 1L 
 
●	 Northern blot resuspend buffer 
試薬 濃度 
NaCl 0.5M 
Tris-HCl pH7.5 0.2M 
EDTA 0.01M 
SDS 1% 
 
●	 10×Northern blot electrophoresis buffer 
試薬 使用量 
MOPS 41.86g 
NaOAc・3H2O 6.8g 
EDTA 3.72g 
NaOH 4g 
計 1L 
調製後オートクレーブをかけた。 
 
●	 Northern blot loading dye 
試薬 濃度 
Glycerol 50% 
EDTA 1mM 
Bromophenol blue 0.4% 
Xylene cyanol 0.4% 
 
●	 20×SSC 
試薬 使用量 
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NaCl 175.3g 
Trisodium citrate dihydrate 88.2g 
計 1L 
 
●	 10×TNE 
試薬 濃度 
Tris-HCl pH7.5 100mM 
NaCl 2M 
EDTA 10mM 
調製後オートクレーブをかけた。 
 
●	 Pre-incubation buffer 
試薬 使用量 
2-mercaptoethanol 500μl 
0.5M EDTA 60μl 
1M Tris-HCl pH8.0 200μl 
計 10ml 
 
●	 MNase zymolyase solution 
試薬 使用量 
Glucose 150mg 
1M Sorbitol 9ml 
0.5M EDTA 150μl 
1M Tris-HCl pH7.5 450μl 
計 12ml 
zymolyase ありの場合は、25mg の zymolyase 100T を加えた。 
 
●	 MNase lysis buffer 
試薬 濃度 
Ficoll 400 18% 
KH2PO4 10mM 
K2HPO4 10mM 
MgCl2・6H2O 1mM 
EGTA 0.25mM 
EDTA 0.25mM 
 
●	 MNase Buffer A 
試薬 濃度 
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Tris-HCl pH8.0 10mM 
NaCl 150mM 
KCl 5mM 
EDTA 1mM 
使用前に、complete を加えた。 
 
●	 Orange G loading dye 
試薬 濃度 
Orange G 0.3% 
EDTA 5mM 
Tris-HCl pH7.5 10mM 
 
●	 10×TBS 
試薬 使用量 
1M Tris-HCl pH7.5 200ml 
5M NaCl 300ml 
計 1L 
調製後オートクレーブをかけた。 
 
●	 10×PBS 
試薬 濃度 
NaCl 137mM 
Na2HPO4 8.1mM 
KCl 2.68mM 
KH2PO4 1.47mM 
調製後オートクレーブをかけた。 
 
●	 ChIP Lysis 140 buffer 
試薬 濃度 
Na-deoxycholate 0.1% 
EDTA 1mM 
HEPES-KOH pH7.5 50mM 
NaCl 140mM 
TritonX-100 1% 
 
●	 ChIP Lysis 500 buffer 
試薬 濃度 
Na-deoxycholate 0.1% 
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EDTA 1mM 
HEPES-KOH pH7.5 50mM 
NaCl 500mM 
TritonX-100 1% 
 
●	 ChIP LiCl/detergent buffer 
試薬 濃度 
Na-deoxycholate 0.5% 
EDTA 1mM 
LiCl 250mM 
IGEPAL CA-630 0.5% 
Tris-HCl pH8.0 10mM 
 
●	 ChIP Elution buffer 
試薬 濃度 
EDTA 10mM 
SDS 1% 
Tris-HCl pH8.0 50mM 
 
●	 FA Lysis buffer 
試薬 濃度 
Na-deoxycholate 0.1% 
EDTA 1mM 
HEPES-KOH pH7.9 50mM 
NaCl 140mM 
TritonX-100 1% 
 
●	 Quick ligation buffer 
試薬 濃度 
Tris-HCl pH7.6 132mM 
MgCl2 20mM 
DTT 2mM 
ATP 2mM 
PEG6000 15% 
 
2.2 実験で使用した装置  
Mupid-2plus ADVANCE 
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Nanodrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific 
PCR Thermal Cycler Dice TaKaRa 
Thermal Cycler Dice Real Time System  TP800 TaKaRa 
Multi beads shocker 安井器械 
FLUOROSKAN ASCENT FL Thermo Fisher Scientific 
FLA7000 FUJI FILM 
FASⅣ 日本ジェネティクス 
Handy Sonic TOMY 
Micro vac TOMY 
 
 
2.3 実験に用いた分裂酵母株  
Strain Genotype 
SPH1 h- leu1-32 
SPH13 h- ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 tup11::ura4 tup12::ura4 
SPH18 h+ ade6-M26 ura4-D18 his3-D1 atf1::ura4 
SPH19 h- ade6-M26 leu1-32 rst2::kanr 
SPH20 h- ade6-M26 rst2-3Flag<<kanMX leu1-32 
SPH113 h+ ade6-M216 ura4::fbp1-lacZ leu1-32 his7-366 atf1::ura4 tup11::ura4 tup12::ura4 
SPH117 h+ ura4-D18 php5::kanMX6 
SPH141 h- ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 rst2::kanMX6 tup11::ura4 tup12::ura4 
SPH156 h+ ade6-M26 ura4-D18 php5::kanMX6 tup11::ura4 tup12::ura4 
SPH157 h+ ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 php5::kanMX6 rst2-3flag::kanMX6 
SPH161 h- leu1-32 atf1-3flag::LEU2 
SPH164 h+ ade6-M26 ura4-D18 his3-D1 atf1::ura4 rst2-3flag::kanMX6 
SPH166 h+ ade6-M26 ura4-D18 his3-D1 atf1::ura4 php2-3flag::kanMX6 
SPH167 h- ade6-M26 leu1-32 rst2::kanr php2-3flag::LEU2 
SPH168 h- leu1-32 ura4-D18 php2-3flag::LEU2 
SPH191 h- leu1-32 atf1-3flag::LEU2 php5::kanMX6 
SPH192 h- ade6-M26 leu1-32 rst2::kanr atf1-3flag::LEU2 
SPH194 h- ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 tup11::ura4 tup12::ura4 php2-3flag::kanMX6 
SPH196 h- ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 tup11::ura4 tup12::ura4 rst2-3flag::kanMX6 
SPH197 h- ade6-M26 leu1-32 tbp1-3flag::LEU2 
SPH198 h- ade6-M26 leu1-32 rst2::kanr tbp1-3flag::LEU2 
SPH199 h- ade6-M26 leu1-32 ura4-D18 tup11::ura4 tup12::ura4 atf1-3flag:LEU2 
SPH216 h- ade6-M26 ura4-D18 leu1-32 atf1::ura4 tup11::ura4 tup12::ura4 rst2-3flag<<kanMX6 
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SPH217 h- ade6-M26 ura4-D18 atf1::ura4 tup11::ura4 tup12::ura4 php2-3Flag<<kanMX6 
 
2.4 実験に用いたプライマー  
Name Sequence (5'-3') 
php5 deleion cloning F CTGGATTGAAGTCAATTACT 
php5 deleion cloning R CAACTGATAGTTTTAGCAAC 
php5 deleion check F GCGTAAGATTCAATTAACAAGG 
php5 deleion check R GTCGATAATTTGTTAGCAGC 
tbp1-3flag cloning F CATATGCTGTTATTGACCAAACATAG 
tbp1-3flag cloning R CATATGTTTTCGAAATTCAGAC 
tbp1-3flag linearize F GAGTAAGCCAAACCTTCC 
tbp1-3flag linearize R CCACGGTACTTTCTCATC 
tbp1-3flag check GGATGATACGTCTCGTTAAC 
php2-3flag F GTCGACATGAATCCATATGAGCC 
php2-3flag R GTCGACTTCATGGTTCCTGAAG 
php2-3flag check CGAGACGAATATACCGTAAC 
atf1-3flag F CTCGAGATGTCCCCGTCTCCCGTCAA 
atf1-3flag R CTCGAGTACCCTAAATTGATTC 
atf1-3flag check CGTCATCTCTTAATACATTTTG 
nmtT ATGCAGCTTGAATGGGCTTCCATAG 
fbp1 ORF F CGCCGATACAATCAGAAGC  
fbp1 ORF R CGATGAGTTTGCAGCATCC  
cam1 F  CTACCCGTAACCTTACAG 
cam1 R TGGAAGAAATGACACGAG 
fbp1-1 F GGTAGAAGCTTTACCTTTAAG 
fbp1-1 R CCCTTTG TGGACATTTAGAC  
fbp1-2 F GAAAATTCCACGGGACATTAG  
fbp1-2 R CCCTTCCTATTAGCAATAAGG  
UAS1 F GGGATGAAAACAATCAACCTC  
UAS1 R GGAATGCAGCAACGAAAATC  
fbp1-4 F GATTTTCGTTGCTGCATTCC  
fbp1-4 R CCTATGATTTGATGTCTAGC  
fbp1-5 F GCTAGACATCAAATCATAGG  
fbp1-5 R CATTCCACCCTATTCATC  
UAS2 F GGGTGGAATGAGTCCGC  
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UAS2 R GTTCCGCGAATCATAAGCC  
TATA F CGCGGAACTAAACATAGCG  
TATA R GCTAGAAACCGAGTGGTG  
fbp1-8 F GCCCAACTTAACTCAGCTC  
fbp1-8 R GCTTCTGATTGTATCGGCG  
5'-RACE fbp1 mRNA CACCGGCGTCAATGTTGGAAGAGCCATC 
3C Hha1 F2 CCTTTAGCACTTCCCAATCATCTACG 
3C Hha1 F3 GCCCCTCGTTTTTTGAAGATTAGG 
act1 ORF F CACCATGGTATTATGGTAGG 
act1 ORF R GACAATACCGTGCTCAATG 
 
2.5 実験操作  
●	 アガロースゲル電気泳動 
	 TAE buffer の入った電気泳動槽にアガロースゲルを置き、10×loading dye を加えた試料を
ウェルにアプライした。100V の定電圧で泳動した後に FASⅣで撮影し、DNA を検出した。 
 
●	 エタノール沈殿 
	 DNA 溶液(もしくは RNA 溶液)の 1/10 倍量の 3M CH3COONa, pH5.2 と 2.5 倍量のエタノー
ルまたは等量の 2-プロパノールを加え、よく攪拌した。15000g、4℃で 5 分間遠心分離した
後、上清を取り除いた。70％エタノールを適量加えて沈殿を洗浄し、15000g、4℃で 1 分間
遠心分離した後、上清を取り除いた。風乾または micro vac を用いて乾燥後、TE buffer で沈
殿を溶解した。 
 
● PCR 
0.2ml PCRチューブに10×Ex taq Buffer(5µl)、2.5mM dNTP mix(4µl)、5U/µl Ex Taq(0.2µl)、
各10µM プライマー(1µl)、100ng/µl 鋳型DNA(1µl)、DDW(38µl)または、5×Primestar GXL 
Buffer(10µl)、2.5mM dNTP mix(4µl)、1.25U/µl Primestar GXL(0.5µl)、各10µM プライマー(1µl)、
100ng/µl 鋳型DNA(1µl)、DDW(33µl)を加えた後、PCR thermal cyclerを利用して増幅した。 
PCRのTime Programは以下のように行った。 
1.  初期変性 94℃ 2 min Primestar の場合 98℃ 
2.  変性 94℃ 30 sec Primestar の場合 98℃ 
3.  アニーリング 54℃ 30 sec アニーリング時の温度はプライマー
の Tm 値で行う 
4.  伸長 72℃ 1 min / kbp Step 2-4×30 cycle 
5.  最終伸長 72℃ 2min  
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●	 制限酵素消化 
	 1.5ml エッペンチューブに基質 DNA、10×Buffer (用いる酵素に至適なもの)、制限酵素、
DDW を加えて混和した後、37℃で消化した。 
 
●	 ゲル精製 
	 PCR 産物や制限酵素消化した DNA サンプルをアガロースゲル電気泳動により分離し、目
的断片を切り出した後、ゲル精製キット(QIAGEN)を用いて精製した。 
 
●	 TOPO クローニング 
	 Primestar GXL を用いて増幅した PCR 産物をゲル精製した。その断片 10-20ng、salt solution 
(1µl)、 pCR-Blunt Ⅱ-TOPO ベクター (0.5µl)を混ぜて 15 分室温で放置した後、competent cell 
(70µl)を加えて形質転換し、X-gal を塗った LB kan プレートで培養した。生えてきた白いコ
ロニーをミニプレし、PCR 産物がクローニングされたプラスミドを抽出した。 
 
●	 ライゲーション 
	 酵素消化したベクターとインサートをモル比で 1：5 となるように混合し、DNA と等量の
Ligation high を加えて攪拌した後に室温で 1 時間反応させた。その DNA を大腸菌に形質転
換し、プラスミドを回収した。 
 
●	 形質転換（大腸菌） 
	 Competent cell DH5αを氷上で解凍し、DNA（液量が DH5αの 1/10 になるように）を加え、
氷上で 30 分静置した。42℃で 30 秒加熱した後、氷上で少しの間静置した。アンピシリン
を用いてセレクションする場合、その懸濁液を LB Amp プレートに塗り広げ、37℃で培養
した。カナマイシンを用いてセレクションする場合、500µl の SOC 培地を用いて 37℃で 2
時間培養した後、5000rpm、30sec 遠心し上清を約 100µl 残るように取り除き LB kan プレー
トに塗り広げ、37℃で培養した。青白セレクションを行う場合は、大腸菌をプレートに塗
り広げる前に 1000×X-gal を 30µl プレートに塗った。 
 
●	 ミニプレ 
	 形質転換した大腸菌のコロニーを 1.5ml の LB Amp または Kan 培地で、37℃で 16 時間培
養した。大腸菌の培養液を 1.5ml エッペンチューブに移し、15000rpm で 1 分遠心分離して
上清を取り除いた。150µl のミニプレ solⅠを加え vortex により混和した。次に、ミニプレ
solⅡ150µl 加え 5 回転倒混和した後、ミニプレ solⅢ150µl を加え再び 5 回転倒混和した。
15000rpm、4℃、5 分遠心分離した後、上清を回収した。この上清をエタノール沈殿し、ペ
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レットを 50µl の TE/RNaseA で溶かした。 
 
●	 フェノール・クロロホルム抽出 
	 DNA溶液に等量のPhenol / Chloroform / Isoamyl alcohol(25:24:1)を加えて vortexで混和した
後、14800g、RT で 5 分間遠心分離した。上から順に水層、中間層、有機層の 3 層に分かれ、
そのうちの水層を回収した。 
 
●	 酵母ゲノム DNA の抽出 
	 分裂酵母を YE プレートに塗り 30℃で培養した。生えてきた酵母を楊枝で適量掻き取り、
Gen とるくん (TaKaRa)を用いてゲノム抽出した。 
 
●	 形質転換 (分裂酵母) 
  形質転換に用いるプラスミド DNA を目的の制限酵素で切断し、エタノール沈殿を行い
10µl の TE に溶解した。目的の分裂酵母株を 10ml の YE 培地で 1.0×107/ml になるまで培養
した。培養液を 3000rpm、4℃、2 分遠心して上清を取り除き、1ml の滅菌水で懸濁して 1.5ml
チューブに移した。7000rpm、4℃、10 秒遠心して上清を取り除き、1ml の LiOAc buffer で
懸濁した。再び 7000rpm、4℃、10 秒遠心して上清を取り除き、50µl の LiOAc buffer、10µl
の DNA、300µl の PEG4000 buffer を加えて混ぜ、30℃で 30 分インキュベートした。その後、
40µl の DMSO を加え、42℃で 15 分インキュベートした。7000rpm、4℃、5 秒遠心して上清
を取り除き、100µl の滅菌水に懸濁した後、目的のセレクション用のプレート培地に塗り、
30℃でコロニーが形成するまで培養した。G-418 を用いてセレクションする場合、はじめ
YE プレートで一晩培養し、その後滅菌したベルベット生地のレプリカ布に押し付けて転写
し、さらにこれを YE+G-418 プレートに転写して、30℃で培養した。シングルコロニーを 8
個 YE プレートに塗りつぎ、増殖してきた菌体からゲノム DNA を抽出して PCR により形質
転換されたかを確認した。 
 
●	 四分子解析（テトラド） 
	 減数分裂により2つの株の遺伝子は交差し、新たな遺伝子のセットを持つ胞子が形成され
る。接合型(h+/h-)の異なる2つの株をSPAプレート上で混合し、30℃で一晩培養し、接合さ
せることで胞子を形成させた。SPAプレート上で培養した酵母をYEプレートに塗り広げ、
顕微鏡（OLYMPUS CK2 のステージに Nikon T1-SM を取り付けたもの）で目視しながら、
NARISHIGEのマニピュレーターを用いて胞子を分離した後、30℃で 3時間程度培養した。
胞子それぞれを単離してYEプレートで培養した。生えてきたコロニーを目的のセレクショ
ン培地に植えつぎ、表現型を解析した。 
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●	 php5 欠損株作製 
	 php5 遺伝子を含む領域を php5 deletion cloning F, R プライマーを用いて PCR して増幅し、
TOPO クローニングした。クローニングした php5 遺伝子領域から AccⅠ-HpaⅠ領域(約 1kb)
を制限酵素消化して取り除き、pFA6a-kanMX6 プラスミドから取り出した kanMX6 遺伝子を
ライゲーションにより挿入した 40。このプラスミドを SnaBⅠ消化した php5::kanMX6 断片を
目的の分裂酵母株に形質転換した。G418 セレクションし、生えてきたコロニーからゲノム
DNA を抽出して、php5 deletion check F, R プライマーを用いて PCR し、欠損を確認した。 
 
●	 3Flag タグ付きタンパク質発現株の作製 
	 int1、int2 integration ベクター41 の GFP タグを 3Flag タグに置換した int15、int16 (耐性マー
カーとしてそれぞれ LEU2、kanMX6 を使用)を用い、組込み反応を利用して 3Flag タグ付き
タンパク質発現株を作製した。標的遺伝子領域をクローニングして得た断片を int15 または
int16 ベクターのマルチクローニングサイトに挿入して integration ベクターを作製し、クロ
ーニングした領域内のみで 1 カ所切断できる制限酵素で処理し、目的分裂酵母株に形質転
換した。セレクションを行い生えてきたコロニーのゲノム DNA を抽出して、遺伝子特異的
なプライマーと integration ベクター内の nmtT プライマーを用いて PCR し、3Flag タグが挿
入されたか確認した。 
<Php2-3Flag> 
php2-3Flag F, R プライマーを用いてクローニングし、作製した integration ベクターを SphⅠ
で切断して形質転換した。php2-3Flag check プライマーを用いて確認した。 
<Tbp1-3Flag> 
tbp1-3Flag F, R プライマーを用いてクローニングし、作製した integration ベクターもとに
tbp1-3Flag linearize F,R プライマーで PCR した産物を形質転換した。tbp1-3Flag check プライ
マーを用いて確認した。 
<Php2-3Flag> 
atf1-3Flag F, R プライマーを用いてクローニングし、作製した integration ベクターを PstⅠで
切断して形質転換した。atf1-3Flag check プライマーを用いて確認した。 
 
●	 ハイブリダイゼーション 
	 32P ラベルされた DNA プローブを Amersham Megaprime DNA Labelling System(GE)を用い
て作製した。1.5ml チューブに鋳型 DNA プローブ 50ng と 2.5µl の primer solution を加え、
合計25µlになるようにDDWを加えた。5分間ボイルした後室温で数秒放置し、5µl の labeling 
buffer を加えた。そこに、2.5µl のα32P-dCTP と 1µl の klenow を加え軽く混ぜた後、37℃で
15 分インキュベートした。溶液を 3000rpm、1 分の遠心で buffer を取り除いておいた G50
カラム(GE)に加え、3000rpm、3 分遠心してカラムを通し、50µl の TE が入った 1.5ml チュー
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ブに移して未反応のα32P-dCTP を取り除いた。この溶液を 5 分間ボイルし、氷上で 3 分間
冷却した。 
ハイブリダイゼーションチューブに作製したメンブレンを入れ、Hybridization buffer を適
量加え、62℃、30 分でローテーションした。Hybridization buffer を交換し、32P でラベルさ
れた DNA プローブを加え、62℃で一晩ローテーションした。Hybridization buffer を除去し、
Wash buffer を適量加え、ハイブリダイゼーションチューブの中ですすいだ。さらに Wash 
buffer を適量加え、62℃、5 分でローテーションし、洗浄を 3 回行った。メンブレンを取り
出し、トレイ中で Wash buffer で 3 回すすぎ、メンブレンをラップで包んだ。ラップで包ん
だメンブレンとイメージングプレート(BAS2040)をカセット内で 1 日から数日間挟み、
FLA7000 で検出した。 
 
●	 Northern blot 
	 分裂酵母株を 2ml の YE 培地で一晩培養し増殖した後、400ml の YER 培地に移して 2.0×
107/ml になるまで培養した。培養液 50ml を 50ml チューブに移して後述の操作を行い、残
りを 500ml の遠心管に移し、3000rpm、4℃、5 分遠心分離し上清を取り除いた。適量の滅菌
水を加え wash し、3500rpm、4℃、1 分遠心分離し再び上清を取り除いた。ペレットを YED
培地で懸濁して 350ml の YED 培地に移してグルコース飢餓状態にし、30℃で培養した。グ
ルコース飢餓後の各時間で 50ml の培養液を 50ml チューブに移し、3500rpm、4℃、1 分遠心
分離し上清を取り除いた。ペレットを 1ml の滅菌水で懸濁し、1.5ml チューブに移した。こ
のうち、100µl を別の 1.5ml チューブに移して、これらを 15000rpm、4℃、一瞬遠心分離し
上清を取り除いた後、液体窒素で凍結した。凍結したサンプルのうち 100µl の方を Northern 
blot に、残りをクロマチン解析に使用した。 
	 回収した分裂酵母サンプルに 300µl の Northern blot resuspend buffer を加え懸濁し、0.5g
の 0.5mm ガラスビーズが入ったマルチビーズショッカー用 2ml チューブに移し、そこに
300µl のフェノール・クロロホルム・イソアミルアルコールを加え 2300rpm、30 秒、30 秒休
み、3 サイクルの条件でマルチビーズショッカーを用いて破砕した。その後、フェノール・
クロロホルム抽出を 2 回行い、エタノール沈殿を行い 50µl の TE RNase free に溶解した(た
だしこのとき、100%エタノールを加えた段階で 2 時間、-20℃でインキュベートし、風乾は
室温 5 分行った)。Nanodrop で濃度を測定し、各サンプル 10µg になるように 5µl の RNA を
希釈して用意した。そこに、10×Northern blot electrophoresis buffer 2µl、ホルムアルデヒド 3µl、
ホルムアミド 10µl、エチジウムブロマイド適量を加え混和した後、60℃で 5 分インキュベ
ートした。2µl の Northern blot loading buffer を加え、1µl だけ TAE ゲルで電気泳動して各 RNA
の濃度が一定であるかどうか確認した。濃度が一定になるように 10µl 程度 MOPS ゲル、100V
で電気泳動した。ゲルを FASⅣで撮影しリボソーム RNA を確認した後、10×SSC で 10 分
wash した。厚紙を 10x SSC buffer 吸わせ、厚紙の上に順に MOPS ゲル、メンブレン、ろ紙
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2 枚、紙タオル 1 束の順で下から上へ重ねた。室温で一晩放置し、メンブレンに RNA を転
写した。メンブレンを 80℃、2 時間インキュベートし、RNA をメンブレンに固定した。こ
のメンブレン、目的のプローブを用いてハイブリダイゼーションし、目的 RNA を検出した。
fbp1 検出用プローブは fbp1 ORF F,R プライマーを、コントロールとして用いた cam1 検出用
プローブは cam1 F, R プライマーを使用して PCR により作製した 42。 
 
●	 ヘキストを用いた DNA 濃度測定 
	 10×TNE buffer 500µl、1mg/ml ヘキスト 0.5µl、DDW 4.5ml を混ぜて premix を作った。検
量線用に 250µg/ml、125µg/ml、62.5µg/ml、31.25µg/ml のλEcoT14 マーカーを用意した。96 well
プレートに検量線用サンプルと測定したい DNA サンプル、ブランクとして用いる DDW を
各 2µl ずつ入れ、そこに premix を 200µl ずつ加えた。ヘキストによる蛍光を FLUOROSKAN 
ASCENT FL を用いて検出し、λEcoT14Ⅰマーカーの強度から検量線を作製し、サンプルの
DNA 濃度を定量した。 
 
●	 クロマチン解析 
	 回収した分裂酵母サンプルに pre-incubation buffer をペレットの 2 倍量加え vortex により
懸濁した後、water bath を用いて 30℃、10 分インキュベートした。3500rpm、4℃、5 分遠心
分離して上清を取り除いた後、1ml の 1M ソルビトール、20µl の 0.5M EDTA を加え vortex
により懸濁した。3500rpm、4℃、5 分遠心分離して上清を取り除いた後、500µl の zymolyase
が入っていない zymolyase solution を加え vortex により懸濁した。そこに 500µl の zymolyase
を加えた zymolyase solution を加え混和した後、water bath を用いて 30℃、5 分インキュベー
トした。3500rpm、4℃、5 分遠心分離して上清を取り除いた後、1ml の 1M ソルビトールを
加え、ピペッティングにより懸濁した。3500rpm、4℃、5 分遠心分離して上清を取り除いた
後、1ml の Lysis buffer でピペッティングにより懸濁した。13000rpm、4℃、40 分遠心分離
して上清を取り除いた後、1.5ml の Buffer A でピペッティングにより懸濁し、3 本の 1.5ml
チューブに 500µl ずつ分注した。それぞれに 5µl の 1MCaCl2 を加えて混和した後、各チュ
ーブに 0、1、2.5µl の 10U/ml の MNase(0、20、50U/ml)を加え water bath を用いて 37℃、5
分インキュベートした。その後、40µl の 0.5M EDTA を加え、MNase の反応を停止させた。
50µl の 10%SDS、10µl の proteinase K、5µl の 2ME を加え混和した後、55℃で一晩インキュ
ベートした。15000rpm、4℃、15 分遠心分離して上清を回収してフェノール・クロロホルム
抽出を行い、2-プロパノールを用いてエタノール沈殿を行った。ペレットを 200µl TE/RNaseA
で懸濁した後、37℃で 30 分インキュベートした。フェノール・クロロホルム抽出を 2 回行
った後、2-プロパノールを用いてエタノール沈殿を行い、ペレットを 50µlのTEで溶解した。
ヘキストを用いて DNA の濃度を測定し、1000ng の DNA を 100µl スケールで ClaⅠ消化し、
エタノール沈殿を行い 10µl の Orange G loading dye を含んだ TE に溶解した。これを 40cm
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の TAE アガロースゲルを用いて 70V で一晩電気泳動した。吸引装置を用いてメンブレンに
DNA を転写し、ハイブリダイゼーションしてクロマチン構造を解析した。プローブは fbp1 
ORF F,R プライマーを用いて PCR により作製した。 
 
●	 クロマチン免疫沈降(ChIP) 
<cell lysate の作製> 
	 分裂酵母株を 2ml の YE 培地で一晩培養し増殖した後、1 サンプルあたり 50ml の YER 培
地に移して 1.0×107/ml になるまで培養した。培養液 50ml を 50ml チューブに移して後述の
操作を行い、残りを 500ml の遠心管に移し、3000rpm、4℃、5 分遠心分離し上清を取り除い
た。適量の滅菌水を加え wash し、3500rpm、4℃、1 分遠心分離し再び上清を取り除いた。
ペレットを YED 培地に移してグルコース飢餓状態にし、30℃で培養した。グルコース飢餓
後の各時間で 50ml の培養液を 50ml チューブに移し、1.4ml のホルムアルデヒド液(37%)を
加えよく混ぜた後、室温で 20 分インキュベートした。その後、2.5ml の 2.5M グリシンを加
えよく混ぜた後、3500rpm、4℃、1 分遠心分離して上清を取り除いた。20ml の冷えた TBS
で wash して 3500rpm、4℃、1 分遠心分離して上清を取り除く操作を 2 回繰り返した。ペレ
ットを 1ml の冷えた TBS で懸濁し、1.5ml チューブに移して、15000rpm、4℃、一瞬遠心分
離し上清を取り除き、液体窒素で凍結した。 
	 ホルムアルデヒドでクロスリンクした分裂酵母サンプルを 400µl の Lysis buffer 140、8µl 
の 50×complete を加えて懸濁し、0.5mm、0.6ml のジルコニアビーズが入ったマルチビーズ
ショッカー専用 2ml チューブに移した。2480rpm、30 秒、30 秒休み、5 サイクルの条件でマ
ルチビーズショッカーを用いて破砕した。2ml チューブの底にがびょうを用いて穴をあけ、
5000rpm で一瞬遠心分離して懸濁液を 1.5ml チューブに移した。Handy Sonic (TOMY)を用い
て、ダイヤル 8、30 秒の条件で、氷水で冷やしながら 6 回ソニケーションを行った。15000rpm、
4℃、5 分遠心分離して上清を 1.5ml チューブに回収して IP サンプルとして使用し、そのう
ち 1%を別チューブに回収して INPUT サンプルとして使用した。 
<免疫沈降> 
	 1.5ml チューブに使用する抗体量の 10 倍量の Dynabeads ProteinA を加え、磁気フォルダー
を用いて上清を分離して取り除いた。ビーズを 500µl の PBS/0.5%BSA で 2 回 wash した。80µl 
の PBS/0.5%BSA でビーズを懸濁し、任意の量の抗体を加え、4℃で一晩ローテーションし
た。磁気フォルダーで上清を取り除いた後、PBS/0.5%BSA で 2 回 wash し、IP 用に調製し
た上記の細胞抽出液を加えよく懸濁した後、4℃で一晩ローテーションした。その後、磁気
フォルダーで上清を分離して回収した。この上清はソニケーションによる DNA 切断具合を
調べることに使用した (下記の<IP Supサンプルの作製>)。残った磁気ビーズを500µlのLysis 
buffer 140 で 2 回、Lysis buffer 500 で 1 回、LiCl/detergent buffer で 2 回、TE で 1 回の順番で
wash した。磁気フォルダーを使用して完全に上清を取り除いた後、40µl の Elution buffer で
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懸濁し、65℃で 10 分インキュベートした。その後、磁気フォルダーを用いて上清を新しい
1.5ml チューブに回収した。残ったビーズに 100µl の Elution buffer、150µl の TE/0.67%SDS
を加えて懸濁した。再び、65℃で 15 分インキュベートし、磁気フォルダーを使用して上清
を先ほど回収したチューブに回収した。回収した上清に 4.2µl の 20mg/ml の Proteinase K を
加えよく混和した後、37℃で一晩インキュベートした。 
<IP Sup サンプルの作製> 
	 ソニケーションによるDNAの切断具合を確認するために免疫沈降後に回収しておいた上
清を 100µl チューブに移した。そこに、390µl の Lysis buffer 140、10µl の 0.5M EDTA、4.2µl
の 20mg/ml の Proteinase K を加え混和した後、37℃で一晩インキュベートした。 
<INPUT サンプルの作製> 
	 INPUT 用に回収した細胞抽出液に合計 100µl になるように Lysis buffer 140 を加えた。さ
らに、400µl の TE/1%SDS、4.2µl の 20mg/ml の Proteinase K を加え混和した後、37℃で一晩
以上インキュベートした。 
<DNA サンプルの精製> 
	 Proteinase K 処理した各サンプルを 65℃で 6 時間インキュベートした。免疫沈降サンプル
には、210µl の TE を加えた。その後、1µl の 20mg/ml のグリコーゲンを加え、フェノール・
クロロホルム抽出を 2 回行った。その後、エタノール沈殿を行い、30µl の TE/RNaseA に溶
かし、37℃で 1 時間インキュベートした (ただしエタノール沈殿の際、100%エタノール、
NaOAc を加えた段階で一晩、-20℃でインキュベートした)。 
<DNA の定量> 
	 qPCR により ChIP サンプルの DNA 量を定量した。1 サンプルあたり、DNA サンプル 1µl、
10mM プライマーを 1µl ずつ、THUNDERBIRD SYBR qPCR mix 10µl、DDW 7.8µl を 96 well 
Hi-Plate for Real Time (TaKaRa)に入れて混ぜ、Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 を
用いて定量した。PCR の Time Program は以下のように行った。 
1.  初期変性 95℃  30sec  
2.  変性 95℃ 5 sec  
3.  アニーリング 50℃ 10 sec アニーリング時の温度はプライマー
の Tm 値で行う 
4.  伸長 72℃ 30sec Step2-4×45cycle 
5.  最終伸長 72℃ 2min  
6.  融解曲線分析 95℃ 15sec  
 60℃ 30sec  
 95℃ 15sec  
プライマーは fbp1-1 F, R、fbp1-2 F, R、UAS1 F, R、fbp1-4 F, R、fbp1-5 F, R、UAS2 F, R、TATA 
F, R、fbp1-8 F, R、fbp1 ORF F,R を用いた (それぞれ、Fig. 7A の 1-9 に対応する)。 
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●	 5’-RACE 
	 使用する各株のグルコース飢餓後 120 分の RNA を抽出し、SMARTer RACE cDNA 
Amplification Kit を使用して 5’-RACE を行った。5’-RACE 産物をキットに付属する universal 
primer mix と 5’-RACE fbp1 mRNA プライマーを用いて PCR し fbp1 領域から転写される
mRNA の 5’端を増幅した。電気泳動を行い fbp1 mRNA の長さと一致するバンドをゲル精製
し、TOPO クローニングを行った。得られたクローンを、M13 プライマーを用いてシーケ
ンス解析した。 
 
●	 3C アッセイ 
	 分裂酵母株を 2ml の YE 培地で一晩培養し増殖した後、1 サンプルあたり 50ml の YER 培
地に移して 2.0×107/ml になるまで培養した。培養液 50ml を 50ml チューブに移して後述の
操作を行い、残りを 500ml の遠心管に移し、3000rpm、4℃、5 分遠心分離し上清を取り除い
た。適量の滅菌水を加え wash し、3500rpm、4℃、1 分遠心分離し再び上清を取り除いた。
ペレットを YED 培地に移してグルコース飢餓状態にし、30℃で培養した。グルコース飢餓
後の各時間で 50ml の培養液を 50ml チューブに移し、1.4ml のホルムアルデヒド液(37%)を
加えよく混ぜた後、室温で 15 分放置した。その後、2.5ml の 2.5M グリシンを加えよく混ぜ
た後、室温で 5 分放置した。3000rpm、4℃、5 分遠心分離して上清を取り除いた。10ml の
冷えた TBS/1%TritonX-100 で wash して 8000rpm、4℃、5 分遠心分離して上清を取り除いた。
ペレットを 1ml の冷えた TBS で懸濁し、1.5ml チューブに移して、3000rpm、4℃、5 分遠心
分離し上清を取り除いた。ペレットを 1mlのFA Lysis bufferに懸濁し、液体窒素で凍結した。 
	 氷上で凍結した酵母サンプルを溶かし、20µl の 50×complete を加えた。その懸濁液を
0.6mm ガラスビーズが入った 2 本のマルチビーズショッカー用 2ml チューブに 600µl ずつ
分注した。2500rpm、1 分、30 秒休み、10 サイクルの条件でマルチビーズショッカーにより
破砕した。チューブの底にがびょうで穴をあけ、5000rpm で一瞬遠心して 1.5ml チューブに
懸濁液を移した。10000rpm、4℃、5 分遠心して上清を取り除いた。ペレットを冷えた FA Lysis 
buffer (complete を含む)でピペッティングによりやさしく懸濁して wash した後、同一サンプ
ルを 1 本のチューブにあわせた。13000rpm、10 分、4℃で遠心分離して上清を取り除き、500µl
の 10mM Tris-HCl pH7.6 でピペッティングによりやさしく懸濁した。10 本の 1.5ml チューブ
に 50µl ずつ分注し、液体窒素で凍結した。 
	 50µlのクロスリンクされたクロマチンサンプル、0.5µlの 10%SDSを 2mlチューブに加え、
water bath を用いて 65℃で 15 分インキュベートした。8µl の 10%TritonX-100、26.5µl の DDW
を加え、37℃でシェイクしながら 30分インキュベートした。10µlの 10×cutsmart buffer (NEB)、
HhaⅠを加え、37℃でシェイクしながら 5 時間インキュベートした。2.5µl の HhaⅠをさらに
加えて、37℃でシェイクしながら一晩インキュベートした。10µl の 10%SDS を加え、water 
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bath を用いて 65℃で 20 分インキュベートした。75µl の 10%TritonX-100、164µl の DDW を
加え、37℃でシェイクしながら 30 分インキュベートした。13000rpm、5 分、室温で遠心分
離し、上清を 1.5ml チューブに回収した。350µl の 2×Quick ligation buffer、1µl の ligase (NEB)
を加え混和した後、16℃で一晩放置した。2µl の 10mg/ml の RNaseA を加え、37℃で 10 分
インキュベートし、その後、7.5µl の 10%SDS、5µl の Proteinase K を加え、65℃で一晩イン
キュベートした。溶液を 350µl ずつ 2 本の 1.5ml チューブに分注し、フェノール・クロロホ
ルム抽出を 2 回行った後、300µl の 5M NH4OAc、2µl の 20mg/ml のグリコーゲンを加え混和
した後、300µl ずつ 2 本の 1.5ml チューブにさらに分注した。750µl の 100%エタノールを加
えよく混和した後、14800rpm、室温、15 分遠心分離した。ペレットを 300µl の 70％エタノ
ールを加え wash した後、14800rpm、室温、5 分遠心し上清を取り除き、ペレットを風乾し
た。ペレットを 50µl の TE で溶解し、Nanodrop で濃度を測定した。 
	 3C サンプル 1µl を目的のプライマー、Ex taq を用いて 32 サイクルで PCR した。PCR 産
物 20µl を 4%TAE アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイドを添加した TAE 
buffer に浸して 20 分間シェイクした。DNA バンドを、FASⅣをもちいて検出し、Multi Gauge
を用いて強度を定量した。プライマーは fbp1 locus を検出する 3C HhaⅠ F2, F3、コントロ
ールの act1 ORF F, R を使用した (ただし、コントロールの PCR の際は 25 サイクルで行っ
た)。 
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3. 結果と考察 
3.1 Tup family corepressorを中心とした fbp1転写制御機構の解明  
3.1.1 転写活性化因子とTup corepressorの拮抗的な fbp1転写制御  
	 転写活性化因子とTup corepressorはどのようにfbp1転写を制御するのかを調べるために、
atf1, rst2, php5, tup11/12の欠損株と各転写活性化因子とtup11/12の三重欠損株を作製し、fbp1
転写状況をノーザンブロットによって解析した。野生型株では、グルコースが豊富な条件
下ではmlonRNA aが転写されておりfbp1 mRNAの転写は抑制されていた。グルコース飢餓に
なるとmlonRNAの転写開始点が下流に移行していきmlonRNA b,cが転写され、60分後になる
とfbp1 mRNAが大量に転写されることが確認された。抑制因子であるTup11/12欠損株では
fbp1 mRNAの転写量が増大していた。atf1∆株では、mlonRNA a, bの転写は起こるがcの転写
が起こらずfbp1 mRNAの転写も全く起こらなかった。rst2∆株では、mlonRNAの転写は野生
型と変わらず正常だったが、fbp1 mRNAの転写がほとんど起こらなかった。php5∆株では、
mlonRNAは3種すべて転写されたが、グルコース飢餓後時間が経過してもmlonRNA cの転写
が止まらず増大しており、fbp1 mRNAの転写はほとんど起きていなかった。以上の結果から、
これら3種の転写活性化因子はfbp1 mRNAの転写活性化において重要な役割を果たしており、
その作用メカニズムはそれぞれ異なることが示された (Fig.3)。 
	 次に各転写活性化因子とtup11/12の三重欠損株の解析を行った。転写活性化因子単独の欠
損ではatf1∆, rst2∆, php5∆ともにfbp1 mRNAの転写活性化が不良化していたが、tup11/12を各
転写活性化因子とともに欠損させることでfbp1 mRNAの転写が回復した (Fig.3)。このこと
から、Tup11/12による異なる3つの抑制機能が存在し、それぞれの機能を転写活性化因子が
活性化されることで解消するという転写活性化因子とTup corepressorによる拮抗的な制御機
構が存在することが考えられた。 
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F ig .3  転写制御因子欠損株におけるノーザン解析の結果  
グルコース飢餓後、示された時間で分裂酵母サンプルを回収し RNA を抽出し、ノーザンブ
ロッティングを行った。mlonRNA a, b, c、fbp1 mRNA は fbp1 ORF 内部のプローブを用いて
検出した。コントロールとして cam1 遺伝子内部のプローブを用いて解析した。 
 
3.1.2 Atf1とTup11/12による転写因子結合部位の拮抗的なクロマチン構造の制御  
	 ノーザン解析により転写活性化因子とTup corepressorによる拮抗的な制御機構が存在する
ことが示唆された。それぞれの制御がどのように行われているのか、その制御メカニズム
解明を試みた。fbp1転写はmlonRNA転写に共役した上流領域のクロマチン構造変化により制
御されているので、各欠損株を用いてグルコース飢餓により誘導されるクロマチン構造変
化の状態を、MNaseを利用した実験により調べた。この実験は、細胞から抽出した核成分を
DNA切断酵素であるmicrococcal nuclease (MNase)で限定分解することで、クロマチン構造を
とり接近性が制限されるDNAは切断できないがクロマチンが開いている領域は切断できる
という性質を利用し、その切断具合でクロマチンの状態を調べることができる実験である。 
	 野生型株では、グルコース飢餓後10分でUAS1の位置のクロマチンが開き(Fig.4A 矢頭)、
20-30分後にはfbp1上流領域の転写因子結合部位を含むUAS1からUAS2の領域のクロマチン
が段階的に開いていく(Fig.4A 点線)。さらに、fbp1転写が活性化する60分後になるとTATA
ボックス付近のクロマチンが大きく開くことがわかる(Fig.4A 黒線)。atf1∆では、グルコー
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ス飢餓になった後でもfbp1上流領域のクロマチン構造変化が全く起こらずそれに引き続く
TATAボックス周辺のクロマチン構造変化も全く起こらなかった。このことは、Atf1がfbp1
上流の一連のクロマチン構造変化の誘導開始に必要であることを示している。atf1とともに
tup11/12も欠損させたatf1∆tup∆∆株では、UAS1付近のクロマチン構造変化は完全に回復して
おり、また、TATA周辺のクロマチン構造変化も部分的に回復していた(Fig.4A, B)。これら
の結果から、Tup11/12はfbp1上流領域を抑制的な閉じたクロマチン構造を構築する機能があ
り、それをAtf1が解消することで一連のクロマチン構造変化のカスケードが誘導されること
が考えられる。 
 
 
Fig.4 Tup11/12 と Atf1 の拮抗的なクロマチン構造の制御 
(A) 野生型、atf1∆、atf1∆tup∆∆のクロマチン解析の結果。グルコース飢餓後の示された時間
でサンプルを回収しクロマチン解析を行った。上部 MNase の欄は使用した MNase の量を模
式的に示した(0, 20, 50U/ml)。右端にバンドの位置関係を示した。(B) TATA ボックス周辺の
クロマチン構造変化の定量結果。A の 20U のレーンすべてと白四角で囲った領域のバンド
定量を行いその比を計算した。各株におけるバンド強度の 0 分からの増加量をグラフに示
した。 
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3.1.3 Php5 (CBF)とTup11/12のによるTATA周辺領域の拮抗的なクロマチン構造の制御	  
  次に、Php5とTup corepressorがどのようなメカニズムで拮抗的な制御をしているのかを調
べるためにこれら欠損株を用いてクロマチンを解析した。php5∆では、UAS1の位置のクロ
マチンリモデリングは正常に起きていたが(Fig.5A矢頭)、60-180分のTATAボックス付近のク
ロマチン構造変化は不良化しており(Fig.5A黒線)、代わりにUAS1-2領域のMNase sensitivity
が高くなっていた(Fig.5A点線, B)。また、php5∆では、TATAボックスの位置のヌクレオソー
ムの有無に由来するバンドを見ると、ほとんどそのバンド強度が変化していなかった 
(Fig.5A, C)。php5∆tup∆∆株では、バンドパターンが野生型に近くなりTATA領域のクロマチ
ン構造変化も回復しているように見える。実際に、TATAボックスの位置のバンドを定量す
ると、php5とともにtup11/12を欠損させることでクロマチンリモデリングが部分的に回復し
ていた。これらの結果から、Tup11/12はTATAボックス周辺のクロマチン構造変化を抑制す
る機能を持ち、Php5が活性化することでそれが解消されることが考えられる。 
 
 
Fig.5 Tup11/12 と Php5 の拮抗的なクロマチン構造の制御 
(A) 野生型、php5∆、php5∆tup∆∆株でのクロマチン解析結果(Fig.2A と同様)。(B) UAS1-2 領
域のバンド定量結果。Fig.2B と同様に A の黒四角の領域のバンド定量を行った。(C) TATA
ボックスのバンド定量結果。Fig.2B と同様に A の白四角の領域のバンド定量を行った。 
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3.1.4 Rst2とTup11/12による拮抗的な転写装置結合の制御	  
  次に、Rst2とTup corepressorがどのようなメカニズムで拮抗的な制御をしているのかを調
べるためにこれら欠損株を用いてクロマチンを解析した。rst2∆株では、UAS1付近のクロマ
チン構造変化が起きていなかったが(Fig.6A 矢頭)、fbp1上流領域やTATAボックス周辺領域
のクロマチン構造変化は正常に起きていた(Fig.6A, B)。rst2∆tup∆∆株でクロマチンを解析し
たところ、UAS1付近のクロマチン構造変化の不良化は回復しなかった。ノーザン解析では、
rst2∆によるfbp1 mRNAの転写不良化はtup11/12をともに欠損させることで完全に回復して
いたが、UAS1付近のクロマチンの開きは回復していないことから、Rst2とTup11/12のfbp1 
mRNAの拮抗的な制御はクロマチンの制御ではなく、クロマチン構造変化が起きた後に行わ
れる制御であることが考えられた。そのため、TATAボックスを認識し転写装置を呼び込む
役割を果たすTATA binding proteinをコードするTbp1の結合をクロマチン免疫沈降実験
(ChIP)により解析した。その結果、rst2∆では、fbp1 mRNA転写が活性化する時間であるグル
コース飢餓後60分において、TATAボックスへの結合が不良になっていた(Fig.6C)。このこ
とは、rst2∆株において、グルコース飢餓後fbp1 mRNAのTATAボックスへのRNAポリメラー
ゼⅡの結合が不良になるという先行研究のデータと一致する36。これらの結果から、
Tup11/12はクロマチン構造変化が起きた後に転写装置の結合安定化を阻害する転写抑制機
能をもち、Rst2が活性化することでこれを解消するという拮抗的な制御メカニズムが存在す
ることが考えられる。 
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Fig.6 Tup11/12 と Rst2 の拮抗的な転写装置結合の制御 
(A) 野生型、rst2∆、rst2∆tup∆∆株でのクロマチン解析結果(Fig.2A と同様)。(B) TATA ボック
ス周辺領域のバンド定量結果。Fig.2B と同様に A の白四角の領域のバンド定量を行った。
(C) TATA binding protein (Tbp1)の結合解析。野生型、rst2∆株において Tbp1 の結合をクロマ
チン免疫沈降(ChIP)により解析した。Tbp1-3Flag が発現している細胞をグルコース飢餓後 0, 
60 分にクロスリンクして調製したサンプルを FLAG 抗体で免疫沈降した。共沈降した DNA
を fbp1 の TATA ボックス、prp3 遺伝子を含むプライマーセットでリアルタイム PCR により
定量した。TATA プライマーセットの定量値をコントロールである prp3 の定量値でノーマ
ライズした結果をグラフに示した。 
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3.1.5 転写活性化因子間の結合の依存性  
	 Tup corepressorと転写活性化因子Atf1, Php5, Rst2によるクロマチン構造や転写装置の3種
の拮抗的な制御が存在することが明らかとなった。これらはいずれもTup11/12による抑制を
転写活性化因子がfbp1上流領域に結合することで解消されている。次に、これら転写活性化
因子の結合は互いに影響を与えるのかどうかを検証した。Atf1とRst2のfbp1 locusの結合部位
はそれぞれUAS1とUAS2であるが、Php5のfbp1 locusの結合部位はわかっていない。そこで、
Php5がfbp1 locusのどの位置に結合するのかを調べることにした。Php5にFlagタグをつけた
株を作製しChIP解析を行ったが、十分なシグナルが得られなかったため、Php5とともにCBF
複合体を形成しているPhp2に3Flagタグをつけた株を作製しChIP解析を行った32。fbp1上流領
域の結合分布を調べるために、fbp1上流からORF内部にわたる領域を約250bpごとに区切る
ようにプライマーペアを設計し解析に用いた(Fig.7A)。その結果、UAS2を含むプライマーセ
ットの領域で最大のピークを示したので、今後の解析ではこのプライマーセットを使用す
ることとした(Fig.7A)。また、Atf1のChIP解析にはAtf1特異抗体を、Rst2のChIP解析には
Rst2-3Flag株を用いて、それぞれUAS1、UAS2を含むプライマーセットで解析を行った。 
	 まず、Atf1の結合をphp5∆、rst2∆の株で調べた。php5∆株ではAtf1の結合は上昇し、rst2∆
株では減少していたが、いずれの場合でもAtf1のfbp1 locusへの結合は検出された(Fig.7B)。
rst2∆での結合量減少は、rst2∆株でのUAS1付近のクロマチン構造変化が起こらないことが原
因であることが考えられるが、rst2∆株でのUAS1より下流の領域でのクロマチン構造変化は
正常に起こっているので、Atf1結合量減少によるfbp1転写制御における影響はほとんどない
と考えられる。次に、Php2の結合をatf1∆、rst2∆の株で調べた。atf1∆では、Php2の結合はグ
ルコース飢餓になっても全く起らなかったが、rst2∆では、正常にUAS2への結合が検出され
た(Fig.7B)。Rst2の結合をatf1∆、php5∆の株で調べたところ、atf1∆では全く結合しなかった
が、php5∆ではUAS2への結合は正常に検出された(Fig.7B)。このことは、Php5とRst2は互い
に非依存的に結合し、両因子の結合にはAtf1が必要であることを示している。atf1∆株では
fbp1上流領域のクロマチン構造変化が起こらないので、Atf1依存的なPhp5、Rst2の結合はク
ロマチン構造が影響を与えていることが考えられたので、次にこれを検証した。atf1∆tup∆∆
株ではクロマチン構造変化は部分的に回復しているので(Fig.4B)、この株でPhp2、Rst2の結
合を調べたところ、Rst2の結合は部分的に回復したがPhp2の結合は回復しなかった(Fig.7C)。
このことは、Rst2の結合は結合部位のクロマチン構造によって制御され、Php2の結合にはク
ロマチン構造だけでなくAtf1タンパク質自身が必要であることを示している。 
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Fig.7 転写活性化因子の fbp1 locus への結合 
(A) 上図は定量 PCR に使用したプライマーの位置を模式図で示した。3, 6, 7 がそれぞれ
UAS1, UAS2, TATA を含むプライマーセットである。下グラフは、Php2 の結合分布を解析
した結果である。Php2-3Flag を発現している細胞をグルコース飢餓後 0, 120 分にクロスリン
クして調製したサンプルを FLAG 抗体で免疫沈降した。共沈降した DNA を上図のセットま
たは prp3 遺伝子を含むプライマーセットでリアルタイム PCR により定量した。fbp1 locus
の各プライマーセットの定量値をコントロールである prp3 の定量値でノーマライズした結
果をグラフに示した。(B) 転写活性化因子の欠損株での各転写活性化因子の結合解析。図に
示した各株を用いて B と同様の方法で ChIP 解析を行った。Atf1 ChIP は Atf1 特異抗体を用
いて免疫沈降し、UAS1 を含むプライマーセットを用いて定量した。Php2, Rst2 ChIP は
Php2-3Flag, Rst2-3Flag を発現している細胞を用いて FLAG 抗体で免疫沈降し、UAS2 を含む
プライマーセットを用いて定量した。(C) atf1∆tup∆∆株での Php2, Rst2 の結合解析。B と同
様の方法で atf1∆tup∆∆株を用いて ChIP 解析した。 
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3.1.6 Tup corepressorとCBF complexによる転写開始点の決定  
	 ここまでの研究で、 Tup corepressorを中心としたクロマチン構造の制御が行われ、fbp1 
mRNAが転写されることがわかった。Php5とTup11/12はTATAボックス周辺のクロマチン構
造制御を介してfbp1転写の制御を行っており、転写開始反応において何か影響を与えること
が考えられ、その生物学的意義を見つけることを試みた。ノーザン解析の結果、php5∆で不
良化していたfbp1 mRNAの転写活性化はtup11/12をともに欠損させることで回復していたが、
php5∆tup∆∆株ではfbp1 mRNAのバンドが少なくとも2本に分かれていることを発見した
(Fig.8A)。このことから、転写開始点がぶれてしまっている可能性が考えられた。この可能
性を検証するため、5’-RACE法によりfbp1 mRNAの転写開始点を解析した。野生型株やtup∆∆
株では転写開始点のばらつきはほとんど10bp程度と小さかったが、php5∆tup∆∆株では250bp
程度のばらつきが観測された(Fig8B)。このことから、Php5とTup11/12によるTATA周辺のク
ロマチン構造の適切な制御が、正確な転写開始点の決定に必要であることが示された。 
F ig .8  Php5による正確な転写開始点の決定  
(A) fbp1 mRNA のノーザン解析。Fig.1 と同様の方法で図に示された各株を用いてグルコー
ス飢餓後 120 分のサンプルを用いてノーザン解析を行った。(B) 野生型、tup∆∆、php5∆tup∆∆
株を用いた 5’-RACE 解析。各株のグルコース飢餓後 120 分のサンプルから RNA を回収し、
fbp1 ORF 内部の遺伝子特異的プライマーを用いて 5’-RACE PCR を行い、fbp1 mRNA の長さ
の PCR 産物をゲル精製してその産物をクローニングした。野生型、tup∆∆、php5∆tup∆∆株
の 5’-RACE 産物をそれぞれ 28, 28, 30 クローンのシーケンスを解析した。黒点は、シーケン
ス解析した結果の転写開始点の位置を示す。 
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3.1.7 まとめと考察  
	 本研究では、fbp1転写制御をモデルとして、Tup family corepressorによる転写制御メカニ
ズムの一端を明らかにした。fbp1転写活性化の過程でTup11/12は段階的なクロマチン構造変
化の抑制、転写装置の結合安定化の抑制といった異なる3種類の抑制機能を発揮し、その抑
制を転写活性化因子であるAtf1、Php5、Rst2が解消するという以下のような転写制御モデル
が構築された。グルコースが豊富な条件化ではTup11/12により抑制的なクロマチン構造が構
築されておりfbp1転写が抑制されている(Fig9ⅰ)。グルコース飢餓になると、まずAtf1が活
性化されUAS1に結合し、長鎖非コードRNA転写に共役した転写因子結合部位を含む上流領
域のクロマチン構造変化を誘導しTup11/12の抑制を解消する(Fig9ⅱ)。このときTup11/12は
TATAボックス付近のクロマチン構造変化を抑制している。Atf1の結合や上流領域のクロマ
チン構造変化が起こることで、Php5やRst2が結合できるようになる。Php5が結合することで
Tup11/12により抑制されていたTATAボックスの位置のクロマチン構造変化が誘導される
(Fig9ⅲ)。さらに、Tup11/12は転写装置の結合安定化を阻害する機能を発揮するが、UAS2
に結合したRst2によりその抑制機能が解消され、大規模なfbp1転写が誘導される(Fig9ⅳ)。 
	 Tup family corepressorによる抑制機構としては、ヒストン脱アセチル化酵素のリクルート、
プロモーター領域のヌクレオソームポジションの制御、転写装置に直接影響を与える機構
の3つが考えられている。fbp1転写制御における3段階のTup11/12による抑制はこれら3種類
の機構と一致しているようにみえる。fbp1上流領域のUAS1-TATAの領域のヒストンH3はグ
ルコース飢餓後高度にアセチル化されることがわかっており(Hirota et al 未発表データ)、グ
ルコース飢餓になる前は、Tup11/12によって脱アセチル化されていることが予想される。ま
た、プロモーター領域のヌクレオソームポジションの制御や転写装置への制御は本研究で
も確認されている。本研究では、Tup family corepressorによる既知の3種の抑制機構は1つの
標的遺伝子において段階的に発揮されうることを示し、それぞれの抑制機能を異なる転写
活性化因子が解消するという拮抗的な転写制御機構を明らかにした。先行研究により、
Tup11/12の欠損株ではfbp1転写が窒素源飢餓や浸透圧性ストレスといったグルコース飢餓
以外のストレスでも発現してしまうことから34、本研究で明らかにしたようなTup11/12を中
心とした3段階の拮抗的な制御は遺伝子発現のストレス応答特異性を獲得するためのメカ
ニズムであることが考えられる。 
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F ig .9  fbp1転写制御モデル  
	  
  また、本研究では、CBF複合体が正確な転写開始点の決定に重要な役割を果たすことを見
いだした。php5欠損株では、TATAボックス周辺のクロマチンの開きが不良化していてfbp1 
mRNAの転写が活性化できないが、Php5とともにTup11/12を欠損させることでfbp1 mRNAの
転写は回復するが転写開始点が大きくぶれていた。php5∆tup∆∆株でのクロマチン解析では
TATAボックスの位置のクロマチン構造変化は部分的にしか回復していなかったため、
TATA周辺のヌクレオソームの的確な配置がとれなくなっていることが考えられる。これは、
1細胞ごとに見ると正確にTATAボックスが露出している細胞とそうではない細胞が存在し、
クロマチンが開いたところから転写が行われたため転写開始点が大きくずれてしまってい
ることが考えられる。Php3, Php5はHistone fold domainを持ち、CBF複合体のヒトなどの
orthologであるNF-Y複合体の結晶構造解析からCBF複合体はヒストンH2A、H2Bと似た構造
をとりDNAに巻き付く形で結合することがわかっている43。これは、CBF複合体がHistone 
variantとして働く可能性があると考えられる44。H2AのvariantであるH2A.Zは転写開始点付近
のnucleosome free region (NFR)の端に取り込まれておりNFRの位置を規定していると言われ
ている45。同様の機構で、CBF複合体がプロモーター領域に結合し、TATAボックス周辺の
ヌクレオソームポジッションを決定していることが可能性としてあげられる。また、NF-Y
の研究では、これらが結合することでアセチル化を含む様々なヒストン修飾が変化するこ
とが報告されている46-51。そのため、TATA周辺のヒストン修飾が変化しクロマチン構造変
化が誘導されヌクレオソームポジションを調節していることも考えられる。 
Asada et al Fig. 7
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3.2 グルコース飢餓特異的な fbp1上流の高次構造  
	 クロマチン構造をとったゲノムDNAは無作為に核内に収納されているわけではなく高度
に組織化されている52。このようなゲノムの三次元構造は転写などDNA上で起こる反応を制
御している53。 
	 ここまでのfbp1をモデルとした研究で、ゲノムの収納方法であるクロマチン構造がストレ
ス応答特異性や転写開始点の決定といった転写の精密な制御に重要であることを示唆し、
クロマチン構造レベルでのfbp1転写制御分子メカニズムを明らかにした。さらなる精密な転
写制御のためにゲノムの高次構造を利用した制御を行っている可能性は十分に考えられる。
実際に、先行研究によるfbp1上流領域のTup11, Tup12の結合分布とPhp2の結合分布は同様の
分布で2つのピークを示している。そのため、fbp1制御においてゲノム高次構造レベルでの
制御の存在を疑い、その分子メカニズムや意義を解明することを目的として研究を行った。 
 
3.2.1 転写制御因子の fbp1上流領域における結合分布  
	 先行研究によるTup11, Tup12のグルコース飢餓後の結合分布の解析から、Tup11, Tup12は
UAS1とUAS2にピークを持つことがわかっている30。これは、Fig.7Aで示したPhp2の結合分
布と同様であった。そのため、他の転写活性化因子についても同様に解析した。その結果、
Atf1とRst2についてもUAS1からUAS2にかけての2ピークを示した(Fig.10)。Atf1はUAS1が、
Rst2はUAS2が認識部位であるにも関わらず、すべての転写制御因子が同じ領域に結合のピ
ークを示した。このことは、ホルムアルデヒドを用いたクロスリンクにより相互作用して
いるDNA領域がタンパク質を介して連結し免疫沈降され検出されていることが考えられ、
グルコース飢餓後にfbp1上流のUAS1とUAS2の位置が近づくような特殊な高次構造を形成
している可能性が示唆された。 
 
 
Fig.10 転写活性化因子 Atf1、Rst2 の fbp1 上流領域における結合分布 
Fig.7(A)と同様の方法で ChIP 解析を行った。下部に記載してあるプライマーの位置を示す
数字は Fig.7(A)の模式図に対応する。Atf1-3Flag 株は fbp1 mRNA の転写量が減弱してしまっ
ているが、UAS1 への結合は Atf1 特異抗体を使用したときと同様であった。 
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3.2.2 3Cアッセイによるゲノム高次構造の解析  
	 転写制御因子の結合分布からUAS1とUAS2の位置が近づくような高次構造を形成してい
る可能性が示唆されたので、ゲノム高次構造を直接観測する3Cアッセイにより検証するこ
とを試みた。3Cアッセイは、染色体構造をクロスリンクした後、相互作用を調べたい領域
の近傍で切断する制限酵素で処理し、希薄な条件でライゲーションしてPCRにより相互作用
を検出する実験である(Fig.11)。2つの目的領域がはなれた位置に存在するとライゲーション
されないが、相互作用し近づいているとライゲーション効率が高くなるためPCRによって検
出されるようになる。UAS1とUAS2付近で切断する制限酵素を用いて3Cアッセイを行った
結果、グルコース飢餓後60分以降で3Cのシグナルが増加していた(Fig.12)。このことから、
グルコース飢餓後60分以降にUAS1とUAS2が近づいたような特殊な高次構造が形成されて
いることが明らかとなった。 
 
 
Fig.11 3C アッセイの概略図 
ホルムアルデヒドによるクロスリンクの後、青線の位置の制限酵素で切断する。希薄な条
件でライゲーションすると相互作用していて近い位置にあるDNA領域のみがライゲーショ
ンされる。A, B の領域が近づいていると、通常では PCR がかからない赤矢印のペアーのプ
ライマーで PCR がかかるようになる。 
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F ig .12  fbp1上流領域の高次構造  
fbp1 上流領域で 3C アッセイを行った。使用した制限酵素は HhaⅠで、上部点線の位置で切
断する。使用したプライマーの位置と方向をグレーの矢頭で示した。真ん中に PCR 後の泳
動図を示した。3C PCR は上記グレーの位置のプライマーで PCR した結果で、control PCR
は HhaⅠ消化、ライゲーションの過程で影響を受けない位置での PCR である。下部に、バ
ンド定量結果を示した。3C PCR のバンド強度を control PCR のバンド強度で normalize した
値を縦軸の 3C intensity とした。 
 
3.2.3 転写制御因子と高次構造の関係  
	 転写制御因子すべての結合ピークが一致することから、これらの因子が高次構造形成に
重要な役割を果たすことが予想できる。まず、転写活性化因子の結合タイミングを調べた。
その結果、高次構造が形成される60分にはすべての因子の結合が確認された(Fig13)。また、
高次構造形成され始めるグルコース飢餓後後60分のタイミングは、Php2, Rst2が結合するタ
イミングと一致していた。次に、これら因子の欠損により他の因子の結合分布が影響を受
けるかどうかを調べた。php5∆では、Atf1, Rst2の結合が大きくUAS1側にシフトした(Fig14A)。
rst2∆では、Atf1のUAS2側のピークが減少し、Php2のUAS1側のピークが消滅した(Fig.14B)。
また、tup∆∆では、各転写活性因子の結合量は大きく増加するが、結合分布には大きな影響
はなくUAS1からUAS2のピークを示した(Fig.14C)。このことから、fbp1上流の高次構造形成
には転写活性化因子が重要な役割を果たすことが示唆された。 
 
 45 
 
Fig.13 転写活性化因子の結合タイミング 
Fig.7 と同様の方法でグルコース飢餓後の各グラフに示された時間で細胞を回収し、ChIP 解
析を行った。Atf1 ChIP では UAS1 を、Php2, Rst2 ChIP では UAS2 を含むプライマーセット
で qPCR を行った。 
 
 
Fig.14 転写制御因子の欠損株による各転写活性化因子の結合分布 
(A, B, C) 各転写制御因子の欠損株を用いて、Fig.7(A)と同様の方法で ChIP 解析を行った。
下部に記載してあるプライマーの位置を示す数字は Fig.7(A)の模式図に対応する。 
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3.2.4 まとめと考察  
	 本研究では、グルコース飢餓後fbp1上流領域においてUAS1とUAS2が近づくような特殊な
高次構造が形成されていることを明らかにした。php5∆やrst2∆により他の因子の結合分布が
変化し、1つのピークとなりUAS1, UAS2のどちらかに偏ることから、転写活性化因子がす
べて結合することで高次構造形成が促されることが考えられる。この高次構造形成メカニ
ズムとして最も簡単に考えられるのは、転写活性化因子間の直接の相互作用があげられる。
実際、Atf1とPhp2のヒトのorthologであるATF2とNF-YAは直接相互作用することが報告され
ている54。また、fbp1上流からはmlonRNAが転写されており、このRNAが高次構造形成を促
進することも考えられる。 
	 ヒトなどでは、遠位のエンハンサーがchromatin loopを形成してプロモーターと相互作用
し、標的遺伝子の転写を制御することが報告されている55-58。また、出芽酵母では遺伝子の
プロモーターとターミネーターを近づけるgene loopが転写のメモリーとなっていることや
双方向性のプロモーターのからの不要な非コードRNA転写の抑制をするという報告があり、
ローカルな高次構造も転写の制御に重要な役割を果たすことが考えられている59,60。そのた
め、今回発見したfbp1上流のローカルな高次構造も何らかの転写制御に関わることが予想さ
れる。fbp1転写制御に最も重要な因子であるTup11/12は抑制因子であるにも関わらずfbp1転
写活性化時にその結合量が増加する30。もしかすると、Tup corepressorは転写のストレス応
答特異性獲得や精密制御のために転写活性化時も常に機能していて、その機能を制御して
いるのが今回発見したfbp1上流の高次構造なのかもしれない。この高次構造の形成は、⑴
Php2, Rst2が結合してくるタイミングと一致していたこと、⑵Php2とRst2はクロマチン構造
変化後に結合することから、クロマチン構造変化後に起こる現象であることが考えられる。
クロマチンレベルの制御を経た後に高次構造レベルの制御が起こっており、このような多
段階の制御を経ることでストレス応答特異性獲得や転写の精密制御を達成していることが
予想される(Fig.15)。 
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Fig.15 クロマチン構造、ゲノム高次構造を利用した fbp1 転写制御モデル 
(ⅰ)グルコースが豊富な状況では fbp1 上流は抑制的なクロマチン構造をとる。(ⅱ)グルコー
ス飢餓になると、はじめに mlonRNA 転写に共役したクロマチン構造変化が起き、クロマチ
ン構造レベルでの転写制御が行われる。(ⅲ)クロマチン構造変化により転写活性化因子が結
合できるようになり、fbp1 上流領域の高次構造レベルでのさらなる転写制御を経て、fbp1
転写活性化が誘導される。 
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